
氏 M/名

学位(専攻分野)

学 位 記 番 号

学位授与の日付

学位授与の要件

研 究科 ･専攻

学位論文題 目

⊂131コ

のぎ てる かず

禾 晃 和

博 士 (理 学)

理 博 第 2322号

平 成 13年 3 月 23日

学 位 規 則 第 4条 第 1項 該 当

理 学 研 究 科 化 学 専 攻

Structuralstudiesofbacterialphotosymtheticreactionce山er:thermo-
stabilityofmembraneproteinandelectrontransfer
(細菌塑光合成反応中心の結晶構造解析 :膜タンパク質耐熱化機構および電
子伝達反応機構)
(主 査)

論文調査委貞 教 授 三 木 邦 夫 教 授 伊 藤 維 昭 教 授 丸 岡 啓 二

1論 文 内 容 の､ 要 旨

紅色細菌の光合成膜においては,光合成反応中心複合体,シトクロムbcl複合体および可溶性電子伝達タンパク質の三成

分からなる環状の電子伝達反応が行われている｡ まず,光捕集タンパク質から太陽光のエネルギーを吸収した光合成反応中

心複合体が,その分子内で電荷分離を引き起こし,複合体内の最終電子受容体であるキノンを還元する｡複合体から放出さ

れたキノン分子は膜内を移動し,シトクロム bcl複合体へと電子を運ぶ｡シトクロム bcl複合体はキノンを酸化し,受け取

った電子をさらに可溶性電子伝達タンパク質へと受け渡す｡可溶性電子伝達タンパク質はペリプラズムを移動し,光合成反

応中心へと電子を運ぶ｡これによって光合成反応中心は再び還元され,初期状態へと戻る｡一連の電子伝達反応の過程で,

膜間に電気化学的プロトン勾配が形成され,このエネルギーを利用して生命活動の源となるATPが合成される｡

可溶性電子伝達タンパク質は, C型のシトクロムであるシトクロムC2と高電位鉄イオウタンパク質 (HiPIP)の二つに大

きく分けられ,いずれを電子伝達体として利用しているかは,種によって異なる｡ これまでの光合成反応中心の構造研究に

より,シトクロムcZとの電子伝達については多くの知見が得られているが,HiPIPと光合成反応中心の分子認識について

は,詳細な研究,とりわけ構造情報に基づいた研究についてはほとんど報告されていないO紅色イオウ細菌 ThermochT10･

matium(Tch.)tepidum においては,HiPIPが光合成反応中心への電子伝達体として働いている. 本研究ではこの光合成

反応中心とHiPIPを取り上げ,Ⅹ線構造解析の手法によりそれぞれの三次元構造を決定した｡

また Tch.tepidumは,温泉より単離された好,熟菌であり,紅色細菌としては最高温度である58℃ まで生育可能である｡

この Tch.tepidum 由来のタンパク質には耐熱性があり,光合成反応中心も膜小胞内にある状態で70℃ まで安定である｡

タンパク質の三次元構造に基づいた耐熱化機構の研究は,これまで可溶性タンパク質に限られており,膜タンパク質におい

て同様の研究が行われた例はない｡本研究では上記の電子伝達機構に加え,耐熱性光合成反応中心の三次元構造に基づいた

膜タンパク質耐熱化機構についての検討も行った｡

･光合成反応中心については,Tch.tepidum の膜画分から界面活性剤 n-オクテル一針D-グルコビラノシドによって可溶

化して,PEG4000および塩化ナトリウムを沈殿剤として用いることで結昂が得られた｡放射光実験施設SPring-8におい

て低温結晶解析の手法を適用して2.2Å分解能の回折データが得られた｡位相決定は分子置換法により行い,構造精密化の

結果,Rwork-23.1%,Rfree-28.7%の分子モデルを構築することができた｡HiPIPについては,Tch,tepidumの可溶

性画分から精製し,結晶化を行った結果,硫酸アンモニウムを沈殿剤とする条件で結晶が経られた｡データ測定は放射光実

験施設 PhotonFactoryにおいて行い,1.5Å分解能の回折データが得られた｡分子置換法による位相決定の後,1.5Å分解､I

能で Rwotk±21.2%,Rfree-23.8%まで分子モデルを精密化することができた｡このHiPIPの結晶は非常に良質であり′,

低温結晶解析の手法によって,0,8Å分解能を越える回折点も観測されている｡

光合成反応中心の結晶構造は,L,J.M,H,そしてシトクロム?4つのタシバク質サブユニ来トからなり,これらのうちL,

Mサブユ=Lットが膜貫通領域を形成する｡ この膜貫通領域には,電荷分離の中心を担うバクテリオクロロフィル二量体を
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初めとする補欠分子族が6種類保持されている｡これらに加え,ペリプラズム側の膜表在性サブユニットで卒るシトクロム

サブユニツ吊こは,4つのヘムが結合している｡ また本構造解析では,膜貫通領域の分子表面に,7らの界面活性剤分子お

よび一つの脂質分子が結合している土とも観測された/｡Tch.tepidum 由来の反応中心壱中温菌由来の反応中心の一次構造

を比較し,膜タンパク質における耐熱化機構を議論した｡さらに,得られた光合成反応中心とHiPIPの結晶構造を用いて,

それぞれの分子表面の電荷分布に基づいた結合部位の検討を行い,両者の問で起土る電子伝達反応の機構について議論した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,好熱性紅色光合成細菌 Thermochromaiium (Tch.)teAidum の光合成反応中心と高電位鉄イオウタンパク質

(HiPIP)を取り上げ,それぞれの三次元構造をⅩ線構造解析により決定したもので,その結果に基亨き,膜タンパク質耐

熱化機構および電子伝達における分子認識機構を議論している｡

Tch.tePidum 由来の光合成反応中心に?いては,界面活性剤を用いて可溶化して療晶化を行い,放射光爾 U用した低温

結晶解析で測定したデータに基づいた分子置換法により,2.2Å分解能め精密構造を得るのに成功している｡一方,HiPIP

については,Tch.tepidum の可溶性画分から精製して結晶化し,同様に放射光を利用した回折データに基づき,分子置換

-法による位相決定で,1.5Å分解能の分子構造を得ている｡ HiPIPの結晶は低温結晶解析によって0.8Å分解能を適える回

折データ測定が可能なもので,さらなる鹿高分解能構造解析の可能性を示唆するものであった｡

光合成反応中心の結晶構造は,その複合体構成成分がほぼ完全に決定されており,さらには膜貫通領域の分子表面に,7

つの界面活性剤分子と1つの脂質分子の結合が確認されているO 一次構造を比較したところ,Tch.tepidum 由来の反応中

心には,他の中温菌由来のものに比べ,多くのアルギニン残基 (ArgL71,Ar貰L84,ArgM104)が存在していることが明

らかにされ,これらのアルギニン残基は三次元構造上で,全て膜表在性領域と膜貫通領域の境界嵐 すなわち膜表層領域に

位置していることが明らかにされた｡膜表層に存在する塩基性のアミノ酸残基は,生体内において時リン脂質頭部のリン酸＼

基と強く相互作用することが予想され,このようにアルギニン残基が多く存在することは,この光合成反応中心と脂質二重

層との親和性を高め,結果としてその耐熱性を高めることにも寄与すると考察している｡また,結晶構造で確認されたリン

脂質分子は塩基性アミノ酸残基と相互作用していることが明らかにされた｡

さらに,Tch.tepidum 由来の光合成反応中心とHiPIPの結晶構造を用いて,それぞれの分子表面の電荷分布に基づいた

結合部位の検討を行った結果,これら二つのタンパク質は,主に疎水性相互作用によ′り分子認識を行うことが示唆された｡

また,光合成反応中心側の結合部位については,シトクロムサブユニットに存在する四つのヘムのうち,バクテリオタロロ ､

フィル二量体から最も遠くに位置するヘムの近傍であると結論しているoL方,以前に構造解析された B桓tochlorisvin'-

dis由来の光合成反応中心とシトクロムcZの分子認識においては,L瀞電的相互作用が重要な役割を果たすと考えられてお

り,シトグロム巧とHiPIPが全く異なる認識機構により,光合成反応中心と相互作用する可能性が示された.

以上に示した研究成果は,当該分野の進展に確かな寄与があるものであり,本論文は博士 (理学)の学位論文として十分

な価値があ′るものと認められた｡また,本論文の研究内容とそれに関連した研究分野についての口頭試問を行?た結果,合

格と認めた｡
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